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Efeitos do Oleo de Copaiba em Marcadores Periféricos de Estresse
Oxidativo em um Modelo de Cor Pulmonale em Ratos

Effects of Copaiba Qil in Peripheral Markers of Oxidative Stress in a Model of Cor Pulmonale in Rats
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Resumo

Fundamento: Até o presente momento, os efeitos sistémicos do 6leo de copaiba jamais foram documentados no Cor
pulmonale induzido por monocrotalina.

Objetivos: Investigar os efeitos do 6leo de copaiba nos marcadores periféricos de stress oxidativo em ratos com Cor
pulmonale.

Métodos: Ratos Wistar machos (170+20g, n=7/grupo) foram divididos em quatro grupos: controle (CO), monocrotalina
(MCT), dleo de copaiba (O), e monocrotalina + 6leo de copaiba (MCT-O). Foi administrada a MCT (60 mg/kg i.p.) e, depois de
uma semana, foi iniciado o tratamento com éleo de copaiba (400 mg/kg/day-gavagem-14 dias). Foi realizado o ecocardiograma
e, depois disso, foi coletado sangue do tronco para a realizacao de avaliacdes de stress oxidativo. Andlise estatistica: ANOVA
de duas vias com teste Student-Newman-Keuls post hoc. P-valores <0,05 foram considerados significativos.

Resultados: O éleo de copaiba reduziu a resisténcia vascular pulmonar e a hipertrofia do ventriculo direito (VD)
hipertrofia (indice de Fulton (mg/mg)): MCT-O= 0,39%0,03; MCT= 0,49+0,01), e funcao sistdlica melhorada (fracao
de encurtamento do VD, %) no grupo MCT-O (17,8+8,2) em comparagao com o grupo de MCT (9,4%3,1; p<0,05).
Além disso, no grupo MCT-O, espécies reativas do oxigénio e os niveis de carbonila foram reduzidos, e os parametros
antioxidantes aumentaram no sangue periférico (p <0,05).

Conclusoes: Os resultados deste estudo sugerem que o 6leo de copaiba tem um efeito antioxidante sistémico interessante,
que se reflete na melhoria da funcao e na morfometria do VD nesse modelo de Cor pulmonale. A atenuacao do Cor
pulmonale promovida pelo éleo de copaiba coincidiu com uma reducao no stress oxidativo sistémico.

Palavras-chave: Doenca Cardiopulmonar; Monocrotalina; Ratos; Estresse Oxidativo; Fabaceae; Fitoterapia; Hipertrofia
Ventricular Direita; Oleo de Copaiba.

Abstract
Background: To date, copaiba oil’s systemic effects have never documented in Cor pulmonale induced by monocrotaline.
Objectives: To investigate copaiba oil’s effects in peripheral markers of oxidative stress in rats with Cor pulmonale.

Methods: Male Wistar rats (170+20g, n=7/group) were divided into four groups: control (CO), monocrotaline (MCT), copaiba oil (O), and
monocrotaline+copaiba oil (MCT-O). MCT (60 mg/kg i.p.) was administered, and after one week, treatment with copaiba oil (400 mg/kg/day-
gavage-14 days) was begun. Echocardiography was performed and, later, trunk blood collection was performed for oxidative stress evaluations.
Statistical analysis: two-way ANOVA with Student-Newman-Keuls post-hoc test. P values<0.05 were considered significant.

Results: Copaiba oil reduced pulmonary vascular resistance and right ventricle (RV) hypertrophy (Fulton index (mg/mg): MCT-O=0.39+0.03;
MCT=0.49+0.01), and improved RV systolic function (RV shortening fraction, %) in the MCT-O group (17.8+8.2) as compared to the MCT
group (9.4+3.1; p<0.05). Moreover, in the MCT-O group, reactive oxygen species and carbonyl levels were reduced, and antioxidant parameters
were increased in the peripheral blood (p<0.05). Conclusions: Our results suggest that copaiba oil has an interesting systemic antioxidant effect,
which is reflected in the improvements in function and RV morphometry in this Cor pulmonale model. Cor pulmonale attenuation promoted
by copaiba oil coincided with a reduction in systemic oxidative stress.
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Introducao

A Floresta Amazonica poderia ser considerada um laboratério
natural, por tem uma ampla diversidade de plantas com
propriedades medicinais. A maioria dessas plantas ainda nao
foram estudadas, como é o caso da copaiba.! A copaiba é uma
arvore grande que cresce abundantemente na regiao norte do
Brasil. Desde o século XVI, o éleo de copaiba tem sido usado
pelos indigenas nativos do pais para tratar varias doengas. Esses
usos tradicionais motivaram alguns pesquisadores a estudarem
esse 6leo.?

De acordo com alguns relatos, o 6leo de copaiba apresenta
propriedades antioxidantes e antilipoperoxidativas.>* As
propriedades antioxidantes do 6leo de copaiba poderiam ser
muito Gteis no tratamento de algumas doengas cardiovasculares
associadas ao stress oxidativo. Entretanto, ha apenas dois
estudos na literatura demonstrando os efeitos benéficos do éleo
de copaiba em doencas cardiovasculares, como a hipertensao
arterial pulmonar (HAP).>*

A HAP é uma doenca cronica e fatal que esta associada
a aumentos progressivos da pressao e da resisténcia vascular
pulmonar. Essas alteragdes prejudicam o desempenho
do ventriculo direito (VD) e resultam em insuficiéncia do
VD, e, em dltima instincia, em morte.” Para se estudar os
mecanismos fisiopatolégicos envolvidos da disfungao do VD
e no desenvolvimento da HAP foi utilizado o modelo de
monocrotalina (MCT).8 O metabdlito ativo da MCT causa danos
ao endotélio pulmonar, levando a HAP?

O modelo MCT mimetiza aspectos da HAP humana,
incluindo o Cor pulmonale, que é um termo usado para
descrever a hipertrofia patolégica do VD induzida por disfungao
pulmonar.’® Na verdade, varios estudos em modelos animais
e pacientes implicam o stress oxidativo no desenvolvimento
do Cor pulmonale e da HAR'"* O stress oxidativo pode
causar danos as células endoteliais' além de contribuir para
a disfuncado e insuficiéncia do VD."" Entretanto, nenhum
estudo explorou o impacto da HAP nos marcadores de stress
oxidativo no sangue periférico, ao analisar os efeitos do 6leo de
copaiba. Relatou-se que o stress oxidativo medido no sangue de
pacientes com doenca neurodegenerativa poderia representar
um reflexo do dano oxidativo cerebral nesses pacientes." Dessa
forma, a avaliagao dos marcadores periféricos de stress oxidativo
poderia ter uma aplicabilidade clinica, ja que a obtencao
de uma amostra de sangue representa um procedimento
minimamente invasivo.'® Essa abordagem poderia ser (Gtil em
caso de doencas cardiopulmonares, tais como a HAP, para
monitorar o avanco da doencga, além da necessidade e da
eficacia da terapia antioxidante, como o 6leo de copaiba.

Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar se os
marcadores periféricos de stress oxidativo refletem as
alteragoes estruturais e funcionais promovidas no VD pela
HAP e os efeitos do 6leo de copaiba sobre esses marcadores.

Métodos

Animais, inducao do Cor pulmonale e grupos:

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité
de Etica Animal institucional (nimero de protocolo: 31765).

No total, foram estudados 28 ratos Wistar machos (pesando
170+20g) do Centro de Reprodugdo e Experimentagdo de
Animais de Laboratério (CREAL) da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul. Eles foram mantidos em uma temperatura
de 20-22°C, com um fotoperiodo de 12:12h escuro/claro.
Todos os animais tinham acesso ad libitum a ragao para ratos
comum e agua, e os experimentos foram realizados de acordo
com o Guia para o cuidado e uso de animais de laboratério)
(Departamento de Servigos de Satide e Humanos, Publicagao
NIH n2 86-23), e com diretrizes institucionais.

O nGmero de animais por grupo foi estimado com base em
estudos anteriores de nosso grupo de pequisa,®’ considerando
a diferenga minima entre os grupos de dois desvios padrao,
uma probabilidade minima de erro tipo | de 5% (a = 0,05)
e uma probabilidade de erro tipo Il de 20% (b = 0,2). Esse
célculo foi realizado utilizando-se o software Computer
Programs for Epidemiologists (PEPI - Versao 4.04x)

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais
(N=7/grupo): controle (CO), monocrotalina (MCT), 6leo de
copaiba (O), e monocrotalina + 6leo de copaitba (MCT-O).
No primeiro dia, a HAP foi induzida por uma injecao lnica
de MCT in bolus (60mg/kg i.p.), conforme descrito em outro
local.” Uma semana depois da indugdo de HAP, os animais
no grupo O e MCT-O receberam 6leo de copaiba (400mg/
kg) por gavagem, uma vez ao dia, durante 14 dias.” Essa dose
corresponde a um volume de 0,63 mL/kg de 6leo de copaiba.
Durante esse periodo, os animais dos grupos CO e MCT
receberam o mesmo volume de dgua por gavagem.

Analise ecocardiografica

O fluxo pela artéria pulmonar e a fungao contrétil do
VD foram avaliados por ecocardiografia apés o final do
tratamento para estimar o efeito do dleo de copaiba na fungao
cardiovascular. Os animais foram anestesiados (cetamina, 90
mg/kg; xilazina, 20 mg/kg, intraperitoneal) e colocados na
posicao dectbito lateral esquerdo para se obter as imagens
cardfacas. Foi utilizado um sistema EnVisor Philips (Andover,
MA, EUA), com um transdutor de 12-13MHz, por um
operador treinado e com experiéncia em ecocardiografia de
pequenos animais. Foram medidos a fragao de encurtamento
do VD (FEVD), que estima a fungao contratil do VD, e o
tempo de aceleragao (TA) e o tempo de ejegao (TE) dos tragos
da velocidade do fluxo da artéria pulmonar, que estimam a
resisténcia vascular pulmonar.'”

Analise morfométrica

Depois do final do tratamento, os ratos foram sacrificados
por decapitagdo. O VD e o VE foram retirados para medicao
morfométrica, e foi coletado sangue do tronco venoso para
andlise de stress oxidativo. VD e VE + septo (S) foram pesados
para determinar a hipertrofia cardfaca pelo indice de Fulton
(peso do VD/peso de VE+S)."

Preparacao da amostra de sangue:

Defesas antioxidantes sistémicas e espécies reativas do
oxigénio (ERO) totais foram avaliadas nas hemacias e as
carbonilas forma medidas no plasma. Amostras de sangue
heparinizadas foram lavadas trés vezes em uma solugao
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de cloreto de sédio (9g/L) e centrifugadas a 3.000 g por
10 minutos em temperatura ambiente. Eritrécitos lavados
foram diluidos na proporcao de 1/10 em uma solugdo de
acido acético (Tmmol/L) e sulfato de magnésio (4mmol/L).
A solugdo final foi centrifugada a 4.200 g por 20 minutos.
O sobrenadante foi armazenado em freezer a -80 °C para
medicoes de stress oxidativo futuras.’

Concentracao de proteina

A concentracao de proteina foi quantificada pelo método
estabelecido por Lowry et al.," utilizando albumina bovina
como solugao padrao na concentragao de Tmg/mL. Todos
os resultados de stress oxidativo foram normalizados pela
quantidade de protefna."

Determinacao dos niveis totais de ERO

A geracdo de ERO foi medida por emissdo de
fluorescéncia DCFH-DA (Sigma-Aldrich, USA). O diacetato
de diclorofluoresceina é uma membrana permeével e é
rapidamente oxidada para a altamente fluorescente 2’,
7'-diclorofluoresceina (DCF) na presenca de ERO. A amostra
foi excitada a 488 nm, e a emissao foi coletada com um filtro
de passagem longa de 525 nm. As ERO foram expressas como
nmol por miligrama de proteina.?

Ensaio de carbonila

Essa técnica se baseia na reagdo de proteinas oxidadas com
2 4-dinitrofenil-hidrazina (DNPH). Em resumo, estas proteinas
foram adicionadas a DNPH 10mmol/L em 2,5mol/L solucao
de HCI, por 1 h, no escuro em temperatura ambiente, com
agitagdo a cada 15 minutos. Em seguida, uma solugao de
acido tricloroacético a 20% (p/v) foi adicionada as amostras
de plasma, que foram centrifugadas (1.000 por 5 minutos)
para coletar precipitados de protefna. Dai em diante, a
pelota foi dissolvida com etanol:acetato de etila (1:1) (v/v)
e incubada por 10 minutos a 37 °C com 6mol/L de solugao
de cloreto de guanidina. A absorbancia foi medida em um
espectrofotdmetro a 360nm e os resultados foram expressos
em nmol de DNPH derivativos/mg de proteina.?'

Determinacao de atividades de enzimas antioxidantes:

A atividade de superéxido dismutase (SOD) foi determinada
pela medigdo da velocidade da formagao de pirogalol
oxidado, e expressa em unidades por miligrama de proteina,
conforme Marklund.?* A atividade de catalase (CAT) foi

Tabela 1 - Resultados ecocardiograficos e morfométricos

determinada acompanhando a diminuicao na absorcao de
peréxido de hidrogénio de 240 nm. Ela foi expressa em
nmol de peréxido de hidrogénio reduzido por minuto por
miligrama de proteina.?*

A atividade de glutationa peroxidase (GPx), expressa em
nmol de peréxido de hidrogénio por minuto por mg de
proteina, foi medida apés a oxidagdo de NADPH a 340 nm
em um meio de reacao contendo 0,17 mmol/L de glutationa
reduzida, 0,2 U/mL de glutationa redutase, e 0,5 mmol/L de
hidroperoxido de terc-butil.**

Niveis totais de glutationa

Os niveis totais de glutationa (GSH) foram determinados
conforme descrito por Akerboom e Sies,?* com modificagoes.
O GSH foi medido nos eritrécitos apds a precipitagao de
proteina com 10% de acido tricloroacético. Uma aliquota da
amostra foi adicionada ao tampao de fosfato com 500 umol/L
DTNB. O desenvolvimento de cor, resultante da reagio entre
DTNB e os ti6is, atingiu 0 maximo em 5 minutos e ficou estavel
por mais 30 minutos. A absorbancia foi medida a 412 nm
ap6s 10 minutos. Uma curva padrao de glutationa reduzida
foi utilizada para calcular os niveis de GSH nas amostras.*

Analise estatistica

Para a andlise estatistica, foi usado o software SigmaPlot. Os
dados sao mostrados como média = desvio padrdo. O teste de
normalidade (Shapiro-Wilks) foi conduzido para determinar a
distribuicao de dados. Como nossos resultados apresentaram
distribuicdo normal, a andlise estatistica foi realizada usando
ANOVA de duas vias, seguida do teste Student-Newman-Keuls
post hoc. A correlacao de Pearson foi utilizada para estudar a
associacao entre varidveis. P-valores menores que 0,05 foram
considerados significativos.

Resultados

Avaliacoes ecocardiografica

Observou-se uma diminuigao significativa no TA no grupo
MCT, ao mesmo tempo em que houve um aumento no grupo
O, em comparagao ao CO. Entretanto, o 6leo de copaiba
recuperou esse parametro para controlar os niveis no grupo
MCT-O. Por outro lado, ndo houve diferengas entre os grupos
no parametro TE. A FEVD, que estima a fungao sistélica do
VD, diminuiu no grupo MCT, e o 6leo de copaiba evitou essa
alteragdo nos animais do grupo MCT-O (Tabela 1).

co MCT 0 MCT-0
TA (s) 0,0290,005 0,018+0,001° 0,034£0,001¢ 0,025%0,003°
TE (s) 0,099+0,01 0,106+0,007 0,098+0,01 0,11+0,001
FEVD (%) 21,2424 9,4+3,1 18,8+2,4 17,8+8,2°
indice de Fulton (mg/mg) 0,29+0,02 0,49£0,012 0,29+0,01 0,39+0,03°

Os dados sdo expressos como média = DP. a p <0,05 vs. CO; b p <0,05 vs. MCT. CO: controle; O: dleo de copaiba; MCT: monocrotalina; MQT—O:
monocrotalina + dleo; TA: tempo de aceleragdo; TE: tempo de ejegdo; VD: ventriculo direito; FEVD: fragdo de encurtamento do ventriculo direito. Indice

de Fulton = peso do VD/peso do VE + septo; N= 7 animais por grupo.
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Avaliacao morfométrica

O indice de hipertrofia do ventriculo direito (VD/VE + peso
de S), mostrado na Tabela 1, foi significativamente aumentado
no grupo MCT em comparagao ao grupo CO. Esse parametro
diminuiu significativamente nos animais do grupo MCT-O.

Analise de stress oxidativo

Houve um aumento significativo nas ERO e nos niveis de
carbonila (Figura 1A e 1B, respectivamente) no grupo MCT
em comparagdo ao CO. Nao houve diferenca significativa
entre o grupo MCT e o MCT-O, ou entre o MCT-O e 0 O, em
relacao aos niveis de ERO. Entretanto, os niveis de carbonila,
que aumentaram no grupo MCT, foram reduzidos no grupo
MCT-O.

Analise de antioxidantes

As atividades de enzimas antioxidantes (SOD, CAT e
GPx), e concentracao de GSH foram significativamente mais
baixas no grupo MCT, em comparagdao com o grupo CO.
O tratamento com éleo de copaiba recuperou esses
parametros significativamente nos animais do grupo MCT-O.
(Figura 2A, 2B, 2C, 2D, respectivamente).

Correlacoes

Observou-se uma correlagao positiva (R=0,688; p<0,05)
entre ERO total e a relagao peso de VD/ peso de VE + S (Figura
3A), em comparagao com uma correlagdo negativa (R=0,614;
p<0,05) entre a concentragao de GSH e a relagdo entre peso
de VD/peso de VE + S (Figura 3B).

Discussao

Os principais achados do presente estudo foram que o
MCT modulado por 6leo de copaiba induziu o Cor pulmonale,
uma vez que promoveu a redugao da resisténcia arterial
pulmonar, além de resultar em disfungao e hipertrofia do

VD. Paralelamente a essas alteragoes, identificou-se que o
tratamento com o 6leo de copaiba reverteu o stress oxidativo
sistétmico aumentado pelo MCT, que foi observado pela
melhoria dos niveis de ERO e carbonila, e pela redugao das
defesas antioxidantes.

De acordo com a literatura, a elevagao da resisténcia
pulmonar arterial é acompanhada de hipertrofia do VD, o
que caracteriza o Cor pulmonale. Na verdade, neste estudo
observou-se uma diminuigdo do tempo de aceleracao pela
artéria pulmonar (TA), o que indica um aumento da resisténcia
da artéria pulmonar, e um aumento da hipertrofia do VD em
animais do grupo MCT. Por outro lado, o tratamento com
6leo de copaiba conseguiu mitigar esses efeitos. A reducao da
resisténcia na artéria pulmonar que contribuiu para o aumento
na remodelagem do VD poderia contribuir para melhorar a
funcao do VD. Investigagdes anteriores em pacientes com HAP
indicam que uma deficiéncia na fungao do VD esta relacionada a
resultados clinicos adversos e sobrevida reduzida,*® o que destaca
a importancia de um tratamento, tais como o dleo de copaiba,
que ameniza o dano ao VD. Além disso, detectou-se uma
diminuigao da fragao de encurtamento do VD (FEVD) no grupo
MCT, o que indica deficiéncia da funcao contrétil do VD. Esse
resultado esta em conformidade com outros,?”*® que estudaram
essa doenga. Em contrapartida, conforme descrito no trabalho
anterior, o 6leo de copaiba conseguiu aumentar esse parametro,
o que indica que este 6leo poderia melhorar a fungao do VD.®

Conforme Jim et al.,® ha um aumento na producdo de ERO
sistémicas em um modelo de ratos de hipertensao pulmonar.
Além disso, Mohammadi*® também observou uma reducao
nas atividades de CAT, SOD, GPx, e na concentragiao de GSH
medida no sangue em HAP induzida por MCT. Esses dados
estimularam a investigagao dos efeitos antioxidantes do 6leo de
copaiba sobre a HAP. Os dados deste estudo mostraram que o
6leo de copaiba reverteu os danos oxidativos elevando as defesas
antioxidantes sistémicas e reduzindo a carbonila a niveis préximos
dos observados nos ratos do grupo de controle, sugerindo que
esse 6leo tenha aumentado a reserva de antioxidante.
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Em um estudo prévio deste grupo, foi avaliada a composicao
do 6leo de copaiba.® A andlise quimica desse 6leo foi realizada
utilizando cromatografia gasosa com espectrometria de massa.
Detectou-se que o 6leo de copaiba é composto de terpenos
com a predominancia do B-cariofileno. Esse composto tem
atividade antioxidante, levando a redugao das ERO devido
a seu efeito de sequestro de radicais livres contra anions
superdxidos, anions hidroxila, e peréxidos lipidicos.*!

Portanto, é razoavel acreditar que os efeitos antioxidantes
observados apés o tratamento com 6leo de copaiba se
devem ao B-cariofileno presente nesse 6leo. Por outro lado,
os efeitos antioxidantes do éleo de copaiba também podem
se dever a uma interagao entre seus varios componentes.
Conforme relatado em um estudo anterior, o 6leo de copaiba
é composto de uma grande variedade e outros sesquiterpenos
e diterpenos, que também tém propriedades antioxidantes.

O stress oxidativo esta envolvido no desenvolvimento da
hipertrofia cardiaca patolégica e em um prognéstico ruim.>? A
redugao da hipertrofia do VD encontrada pelo presente estudo
poderia estar associada ao efeito antioxidante do éleo de
copaiba. Na verdade, foi encontrada uma correlagao positiva
entre os niveis de ERO e a hipertrofia cardiaca neste estudo.
Por outro lado, niveis aumentados de GSH, um antioxidante
ndo enzimatico endégeno, foram correlacionados a indices
mais baixos de hipertrofia cardiaca. Portanto, sugere-se que
o 6leo de copaiba possa proteger o VD contra a hipertrofia
cardiaca por suas propriedades antioxidantes. Esse achado
tem enorme importancia, pois, de acordo com Rosca et al., a
hipertrofia do VD estd correlacionada a um risco mais alto de
morte stibita cardiaca.’* Como essa era uma associacao entre
stress oxidativo sistémico e alteracdo morfométrica cardiaca,
esses marcadores podem ser um reflexo das alteragoes no VD
promovidas pela HAP.

O presente estudo foi o primeiro a testar o efeito sistémico
do dleo de copaiba em um modelo de Cor pulmonale. Alguns
marcadores periféricos de stress oxidativo foram avaliados para
se detectar mudancas no estado redox sistémico. Avaliagdes
do sangue periférico sao importantes e (teis, pois refletem
o estado de satide geral do organismo. Amostras de sangue
sao facilmente acessiveis, disponiveis em grande quantidade,
e sua coleta é menos invasiva que uma bi6psia de tecido,
por exemplo. Portanto, a avaliagdo dos marcadores de stress
oxidativo no sangue de pacientes com HAP poderia ser (til
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